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 1.  Pirh2とSRbetaが実際に動物細胞で結合するのかどうかを、培養細胞にそれぞれの発現プラスミドをト
ランスフェクションし、免疫沈降法を用いて調べた。また、細胞に過剰発現させたPirh2とSRbetaの細
胞内での局在を免疫蛍光染色により調べた。
 2.  Pirh2がSRbetaをユビキチン化する活性があるのかどうかを、野生型Pirh2とRINGフィンガードメイン
に変異をいれた変異型Pirh2を用いて、in vivoまたはin vitroでのPirh2によるSRbeta のユビキチン化アッ
セイを行った。









 1.  Pirh2とSRbetaは、動物細胞においても結合が確認できた。また、Pirh2を単独で細胞に発現させた時
は、Pirh2は細胞全体に発現しているのに対して、SRbetaを共発現させると、Pirh2とSRbetaは小胞体で
共局在した。このことから、Pirh2はSRbetaを小胞体でユビキチン化していることが示唆された。















































 3.  Pirh2を細胞に共発現させても、SRbetaの発現量に変化は見られなかった。また、内因性Pirh2の発現
量を抑制しても内因性SRbetaの発現に対して何の影響も与えなかったことから、Pirh2はSRbetaをユビ
キチン化するが、そのユビキチン化はSRbetaを分解に導いてはいないということが示唆された。






















deacetylase1 （HDAC1）、e-coatomer complex （ε-COP）が基質として報告されている。さらに申請者らの研














































hybrid法を行い、Pirh2新規結合分子として、小胞体膜蛋白質であるsignal recognition particle receptor beta
subunit （SRbeta）を同定した。そしてその相互作用をin vivoで再確認するとともにSRbetaがPirh2の新規ユ
ビキチン化ターゲットであるかどうかを詳細に検討し分泌機構におけるSRbetaのユビキチン化の機能解明
に迫る基礎を築いた。
　酵母two-hybrid法で同定したPirh2相互作用分子SRbetaが、動物細胞においても結合していることを確認
した。また、Pirh2を単独で細胞に発現させた時は、Pirh2は細胞全体に発現しているのに対して、SRbeta
を共発現させると、Pirh2とSRbetaは小胞体で共局在した。このことから、Pirh2はSRbetaを小胞体でユビ
キチン化していることが示唆された。
　in vivoあるいはin vitroの系において、Pirh2はSRbetaをユビキチン化することを証明した。また、RING
フィンガードメイン変異型Pirh2にはSRbetaをユビキチン化する活性がなかったことから、このユビキチ
ン化はRINGフィンガードメイン依存的なユビキチン化であると判明した。さらに、ユビキチンのリジン
（K）残基をすべてつぶした変異型ユビキチンでは、Pirh2によるSRbetaのポリユビキチン化が見られなかっ
たことから、Pirh2によるSRbetaのユビキチン化はマルチサイトでおきているモノユビキチン化ではなく、
ポリユビキチン化であることを明らかにした。またPirh2によるSRbetaのポリユビキチン化は、ユビキチ
ンの6番目、あるいは29番目のKをアルギニン（R）に置換した変異型ユビキチンを用いたときに顕著に抑制
されることを見出し、SRbetaのポリユビキチン化がユビキチンのK6とK29を介して起きていることを示し
た。
　一方、Pirh2を細胞に強発現させても、SRbetaの発現量に変化は見られず、また、内因性Pirh2の発現量
をRNAiノックダウン法で抑制しても内因性SRbetaの発現に対して何の影響も与えなかったことから、
Pirh2はSRbetaをユビキチン化するが、そのユビキチン化はSRbetaの分解制御ではないということが示唆
された。このことはSRbetaのポリユビキチン化がユビキチンのK6とK29を介していて、プロテアソーム依
存的な蛋白質分解に関わるK48を介したポリユビキチン化と機能的意義の点で異なることが示唆された。
　以上、審査委員会は申請者がE3であるPirh2の新たな基質を同定しその相互作用様式、ユビキチン化機
構について詳細な検討を加えるとともに、ユビキチン化の機能的意義について今後新たな展開を示すと
期待される現象を見出した点を高く評価した。
　審査の過程において、審査委員会は次のような質問を行った。
1） 今回酵母two-hybrid法で同定したPirh2相互作用分子にはこの他にどのようなものがあったか
2） Pirh2の細胞内局在について
3） Pirh2が相互作用する機構には一定の法則はないのか
4） Pirh2によるユビキチン化シグナルはあるのか、あるとすればそれはなにか
5） 免疫沈降法-イムノブロット法や蛍光抗体法で内因性のPirh2とSRbetaとの相互作用は確認できたか
6） 実験によって培養細胞を適宜換えている理由は何か
7） 強発現したPirh2がSDS-PAGEで、バンドが2本観察された原因は何であると考えられるか
8） RINGフィンガードメインに変異を加えた場合でもモノユビキチン化がみられるのはなぜか
9） 免疫沈降法を2回繰り返した実験の手技の詳細と理由はなにか
10） SRbetaユビキチン化の分泌過程おける機能的意義を今後どのように解析していくか
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これらの質問に対し申請者の解答は適切であり、問題点も十分理解しており、博士（医学）の学位論文
にふさわしいと審査員全員一致で評価した。
　　論文審査担当者　　主査　　上　田　啓　次
　　　　　　　　　　　副査　　蓑　島　伸　生　　副査　　最　上　秀　夫
